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Beschreibung 

Verfahren zur PCR-Amplif ikation und Detektion von Nucleotid- 
sequenzen 

5 Die Erf indung betrif ft ein Verfahren zur PCR-Amplif ikation 
und Detektion von Nucleotidsequenzen. Ein solches Verfahren 
dient beispielsweise in der medizinischen Diagnostik dazu, 
infektiose Zielsequenzen viraler oder bakterieller DNA aufzu- 

10 spiir en, 

Wahrend einer PCR (Polymerase Chain Reaction) wird die zu un- 
tersuchende Probe einer zyklischen Temperaturbehandlung un- 
_ terzogen, bei der DNA- Fragment e im Wesent lichen mit Hilfe ei 
15 nes Primerpaares und einer Polymerase vervielf altigt werden. 
Heute stehen fur solche Analysen Verfahren zur Verfugung, beo. 
denen die PCR auf einem Microchip durchgeftihrt wird, der ein 
Array von als „Gel-Pads* ausgebildeten Microspots aufweist 
(WO 01/34842 A2) . Urn eine f lucres zenzspektroskopische Detek- 
20 tion von Hybrid! sierungen in den Microspots zu ermdglichen, 
wird bei den bekannten Verfahren der Analytlosung ein mar- 
kierter Primer zugesetzt. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein alternatives Verfahren zur 
Amplifikation und Detektion von Nucleotidsequenzen vorzu- 
schlagen, mit dem ein kontinuierliches Monitoring der PCR und 
insbesondere eine gleichzeitige Untersuchung mehrerer Zielse- 
quenzen Oder mehrerer Mutationen einer Zielsequenz auf einfa 
che Weise mSglich ist. 

Die Aufgabe wird durch die Verf ahrensschritte gemafc Patentan- 
spruch 1 gelost. Weiterbildungen sind in den Unteranspriichen 
angegeben . 

35 Beim der Erfindung wird folgendermalien vorgegangen: 

a) es wird ein Microchip mit einem Array von mehreren Analy- 
sepositionen bildenden Microspots bereit gestellt, welche 
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jeweils eine hydrophile Reaktionsschicht und eine darin 
eingebettete Mikroelektrodenanordnung umfassen, wobei die- 
se wenigstens ein immobilisiertes, mit einer zu identifi- 
zierenden Zielsequenz eines DNA- Fragments hybridisierbares 
5 oligonucleotid als SondenmolekUl enthalt, 

b) eine mehrere Zielsequenzen und PCR-Reagenzien enthaltende 
Analytiesung wird so auf den Microchip auf gebracht, dass 
sie das Array vollstandig uberdeckt, 

c) zur Amplifikation der Zielsequenzen wird das Array einer 
10 Thermozyklisierung unterworfen, 

d) Hybridisierungsereignisse an immobilisierten Sondenmolekti- 
len einer Analyseposition werden mit Hilfe der ihr zuge- 
ordneten Mikroelektrodenanordnung detektiert. 




15 Vorteilhaft bei diesem Verfahren ist zunachst, dass sich Bin- 
dungs- bzw. Hybridisierungs-Ereignisse in einem Microspot oh- 
ne Unterbrechung der ablaufenden Reaktionszyklen und mit ei- 
nem minimalen apparativen Aufwand von Beginn der PCR an de- 
tektieren lassen. Da sich in den Microspots voneinander unab- 

20 hangige Elektrodenanordnungen befinden, ist jede Analyseposi- 
tion einzeln adressierbar und somit mit einem bestimmten Son- 
denmolekUl bzw. einer gesuchten Zielsequenz korrelierbar . Es 
kann daher eine Hybridisierung in einer Vielzahl von Micro- 
spots auf einfachste Weise gleichzeitig verfolgt werden. Bei 

•optischer Auslesung hingegen ware ein optisches Erfassungs- 
system erf orderlich, das schon allein wegen der geringen Gr6- 
fie der Spots und deren Anordnung auf engstem Raum technisch 
aufwendig ist. Der technische Aufwand wird noch vergrSfiert, 
wenn Arrays mit einer grofien Zahl von Microspots auszulesen 
30 sind. 

Die in einem Microspot durch Hybridisierung mit immobilisier- 
ten Sondenmolektilen f estgehaltenen Nucleotidsequenzen veran- 
dern aufgrund ihrer elektrischen Teilladungen elektrische Pa- 
35 rameter wie beispielsweise den Leitwert innerhalb eines Mic- 
rospots oder die Impedanz einer Elektrodenanordnung. Bei ei- 
nem aus DE 196 10 115 C2 bekannten impedanzspektroskopisch 
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auslesbaren Microchip sind auf einem Trager mehrere interdi- 
gitale Elektrodenanordnungen vorhanden, wobei Sondenmolektlle 
auf den Elektroden und auf den zwischen den Elektroden ange- 
ordneten Flachen immobilisiert sind. Problematisch bei dieser 
5 Art der Detektion von Bindungsereignissen ist, dass sich die 
Abmessungen der Elektrodenstrukturen urn Grolienordnungen von 
molekularen Dimensionen unterscheiden . Mit noch vertretbarem 
technischen Aufwand lassen sich Elektroden mit einer Breite 
von etwa 5-10 um, mit einem ebensolchen Abstand und mit einer 
10 H6he von etwa 0,1 bis 0,5 p herstellen. Der impedanzspektro- 
skopisch erfassbare Bereich des elektrischen Feldes einer 
solchen Elektrodenanordnung erstreckt sich etwa 5 bis 10 um 

• uber die Trageroberf lache bzw. die von der Elektrodenanord- 
nung aufgespannte Planebene hinaus. Dagegen hat ein bei- 
15 spielsweise 100 Basenpaare aufweisendes Sondenmolekul eine 
Lange von nur etwa 30 nm. Entsprechend gering ist der Ein- 
fluss von Bindungsereignissen in einer auf der Sensorflache 
bzw. den Elektroden immobilisierten unimolekularen Schicht 
von Sondenmolektllen auf das elektrische Feld bzw. auf die Im- 
20 pedanz der Elektrodenanordnung. 

Dadurch, dass erf indungsgemaB die Elektrodenanordnung zumin- 
dest teilweise in eine Sondenmolekule enthaltende und fur 
Zielmolektile durchlassige hydrophile Reaktionsschicht einge- 

• bettet ist, kann innerhalb der Reaktionsschicht eine viel 
gr66ere Anzahl von Sondenmolekul en bzw. Zielsequenzen ange- 
sammelt werden als in einer unimolekularen Schicht. Die Folge 
ist eine weitaus grdfiere Beeinf lussung des elektrischen Fel- 
des bzw. des impedanzspektroskopischen Erf assungsbereiches 
30 der Elektrodenanordnung. Ein derart ausgestalteter Microchip 
weist eine entsprechend grdiiere Messempf indlichkeit bzw. Sen- 
sitivitat auf. Bei herkommlichen Microchips dagegen wtirde ei- 
ne durch PCR erzielte Konzentrationserhohung der Zielsequen- 
zen aufgrund des geringen Angebots an Sondenmolekul en zu kei- 
35 ner Steigerung der Sensitivitat fuhren. 
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Die bei einem erf indungsgemafien Verf ahren verwendete Reakti- 
onsschicht muss, urn eine PCR durchzufuhren, bis etwa 95°C 
thermisch stabil sein. Thermisch stabil soil dabei bedeuten, 
dass die Reaktionsschicht auch bei der genannten Temperatur 
5 derart beschaffen ist, dass sie Sondenmolekille festhalt, dass 
in ihr eine Hybridisierung/Denaturierung (Auf schmelzen) von 
Zielsequenzen und Sondenmolekulen ungehindert stattfinden 
kann und dass sie auch ihre sonstigen Eigenschaf ten im we- 
sentlichen beibehait. Zur Immobilisierung enthalt die Reaktr- 
10 onsschicht vorzugsweise Polymere mit Kopp lungsgruppen, an dre 
Sondenmolektile kovalent gebunden sind. Dadurch ist sicher ge- 
wahrleistet, dass Bindungspaare aus Zielsequenzen und Sonden- 
molektilen bei SpUlvorgangen im Anschluss an eine PCR in der 
Reaktionsschicht zuruckgehalten werden. 

Eine besonders geeignete Reaktionsschicht besteht aus einem 
Hydrogel. Hydrogele bilden ein wassriges Milieu in mechanisch 
stabiler Form, ' das einen Stof f austausch mit einem uberwiegend 
wassrigen Analyten erlaubt. Als besonders geeignet haben sich 
20 radikalisch vernetzbare Hydrogele auf Acrylamidbasis mit Ma- 
leinsaureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat als Kopp- 
lungsgruppen erwiesen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form umfasst der 
Flachtrager des DNA- Chips eine Siliziumschicht und eine damit 
verbundene Isolierschicht, wobei letztere auf ihrer der Sili- 
ziumschicht abgewandten Seite die Elektrodenanordnung und die 
Reaktionsschicht tragt. Bei einer solchen Anordnung lasst 
sich die elektrische Verschaltung der Elektrodenanordnung un- 
30 ter Verwendung der von Si-Speicher chips bekannten Technologie 
verwirklichen. 

Ein besonderer Vorteil des vorgeschlagenen Verfahrens besteht 
darin, dass es bei Simultan- bzw. Multiplexuntersuchungen ei- 
35 ne grSiiere Vielfalt an unterschiedlichen Gestaltungsmoglich- 
keiten erlaubt. Dies liegt u.a. daran, dass in wahrend der 
PCR entstandene Amplicons keine Markierungen eingebaut werden 
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attssen, was vor allem bei komplexen Tests die Gefahr xn sxch 
birgt, dass es zwischen den zur Markierung erf orderlichen 
Stoffen und zwischen diesen und zu identif izierenden Zielse- 
quenzen zu unerwunschten Wechselwirkungen kommt. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich 
aus der nachf olgenden Figurenbeschreibung von Ausfuhrungsbex- 
spielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patentan- 
spruchen. Es zeigen: 

Fig. 1 eine vereinfachte perspektivische Darstellung eines 

einen Flachtrager und ein Array von Microspots umfas- 
senden Microchips, 
_ Fig. 2 einen Querschnitt durch einen Spot entsprechend Linie 
15 " n_n iri Fig. 1, in vergrSfierter ausschnittsweiser 
Darstellung, 

Fig. 3 einen Ausschnitt einer einem Spot zugeordneten Elek- 

trodenanordnung, 
Fig. 4 eine Aus fuhrungs form eines Microchips mit einer 4- 
20 poligen Elektrodenanordnung in einer Fig. 2 entspre- 

chenden Darstellung, 
Fig. 5 die Elektrodenanordnung des Microchips von Fig. 4 in 

einer Fig. 3 entsprechenden Darstellung, 
Fig. 6 eine schematische Darstellung, die eine erste Verfah- 

#rensvariante einer PCR-gestutzten Analyse verdeut- 
licht, 
Fig. 7 eine die Wirkungsweise eines unspezif ischen Primerpaa- 

res aufzeigende Schemazeichnung, 
Fig. 8 eine schematische Darstellung einer Abwandlung der 
30 ersten Verf ahrensvariante, 

Fig. 9 eine schematische Darstellung einer zweiten 
Verf ahrensvariante, 
Fig. 10 eine schematische Darstellung einer dritten Verf ah- 
rensvariante 

35 

Wie Fig. 1 zeigt, umfasst ein Microchip 1 einen Flachtra 
ger 2, auf dessen einer Seite ein Spot-Array 3 aufgebracht 
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ist Ein im folgenden mit Spot 4 bezeichneter Microspot ent- 
halt immobilisierte Sondenmolekiile 15, beispielsweise Oligo- 
nucleotide. Wird auf einen Spot eine Analytlosung mit unbe- 
kannten Zielmolekulen aufgebracht, so kommt es bei entspre- 
5 chender ubereinstimmung in der Basensequenz zu einer Ankopp- 
lung des Zielmolekills an das SondenmolekUl . Die durch em 
solches Bindungsereignis hervorgerufene Eigenschaf tsanderung, 
z B. Anderungen des spezifischen Widerstandes, der Impedanz 
Oder der Dielektrizitatskonstante, wird mit einer Elektroden- 
10 anordnung 5 erf asst. 

Bei dem Ausfiihrungsbeispiel von Fig. 2 ist eine 2-polige 

• Elektrodenanordnung vorhanden. Diese ist beispielsweise mit 
Hilfe eines photolithographischen Verfahrens auf den Flach- 
15 trager 2 aufgebracht. Die Elektrodenanordnung 5 umfasst zwei 
Elektroden 6, 7, die in Form einer Interdigitalstruktur aus- 
gebildet sind. D.h. jede Elektrode umfasst mehrere streifen- 
formige parallel zueinander verlaufende Teilelektroden 6a, 
7a, die sich jeweils in den Zwischenraum zweier Teilelektro- 
20 den der jeweils anderen Elektrode hinein erstrecken. Die 

Teilelektroden 6a, 7a sind durch einen ebenfalls streifenfor- 
migen, sich quer zu den Teilelektroden 6a, 7a streckenden 
Verbindungsleiter 6b, 7b miteinander verbunden. Die Elektro- 
den 6, 7 sind mit einem hochf reguenten Wechselstrom im Mega- 

#hertzbereich beauf schlagt . Die Breite 8 der Teilelektroden 
6a, 7a betragt ca. 1 um, ihre H6he 9 betragt etwa 100 bis 
500 nm. Zwischen den Teilelektroden 6a, 7a ist ein Abstand 10 
von ebenfalls ca. 1 um vorhanden. 



30 



Der Flachtrager 2 umfasst eine Siliziumschicht 12 und eine 
zwischen dieser und den Elektroden 6, 7 angeordnete Isolier- 
schicht 13 aus einem Polymer. Die fttr eine z.B. impedanz- 
spektroskopische Messung von Bindungsereignissen erforderli- 
chen elektrischen Verschaltungen und Bauteile sind in her- 
35 kemmlicherweise durch eine entsprechende Topologie der Sili- 
ziumschicht (nicht dargestellt) realisiert. Auf der Isolier- 
schicht 13 ist eine Reaktionsschicht 14 aus einem Hydrogel 
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aufgebracht, welches welter unten naher beschrieben wird. Es 
kann zweckmafiig sein, den Flachtrager 2 bzw. die Silizium- 
schicht 13 im Bereich eines Spots mit einer Vertiefung zu 
versehen, welche mit der Reaktionsschicht 14 aufgefUllt 1st 
5 (siehe Fig. 6, 8 - 10). In der Reaktionsschicht 14 bzw. dem 

Hydrogel sind Sondenmolekule 15, was in Fig. 2 uberdimensio- 
niert und symbolisch dargestellt 1st, eingebettet und homogen 
verteilt. Ein SondenmolekUl mit 300 Basen weist etwa eine 
Lange von 100 nm auf. Demzufolge hat eine unimolekulare 
10 Schicht von SondenmolekUlen bei herkemmlichen Microchips al- 
lenfalls etwa eine Dicke entsprechend der Linie 16 in Fig. 2. 
Es ist leicht einsehbar, das eine solche Schicht relativ we- 
nige Sondenmolekule 15 aufnehmen und dementsprechend im Falle 
von Bindungs- bzw. Hybridisierungsereignissen das elektrische 
Feld der Elektrodenanordnung nur gering beeinflussen kann. 
Demgegenuber ist bei einem erf indungsgemallen Microchip der 
Sondenmolekule 15 enthaltende und von Feldlinien 17 durch- 
drungene Reaktionsbereich wesentlich erweitert und bietet 
Platz fur eine urn mehrere Zehnerpotenzen grOfiere Anzahl von 
SondenmolekUlen 15. Wird auf ein solcher Art ausgestaltetes 
Spot-Array 3 bzw. auf einen Spot 4 eine Analytlosung 18 auf- 
gebracht, so finden die darin enthaltenen ZielmolekUle 19 
bzw. Zielsequenzen, die in Fig. 2 ebenfalls ubertrieben grolS 
und nur symbolisch dargestellt sind, eine wesentlich groBere 

#Anzahl moglicher Bindungspartner in Form der Sondenmolekule 
15 vor. 

Die Reaktionsschicht 14 ist vorzugsweise so dimensioniert , 
bzw. weist eine derartige Dicke, beispielsweise von 5 bis 10 

30 urn auf, dass der impedanzspektroskopische Erf assungsbereich 

praktisch vollstandig ausgenutzt ist, was bei einer Dicke der 
Reaktionsschicht von etwa 5 bis 10 um der Fall ist. Bei ent- 
sprechender Konzentration von Sondenmolekulen 15 in diesem 
Bereich kann somit der bindungsspezif ische Messeffekt des 

35 Microchips wesentlich erhdht werden. Die Reaktionsschicht ist 
so beschaffen, das sie ein wassriges Reaktionsmedium zur Ver- 
fUgung stellt. Weiterhin ist sie so beschaffen, dass Zielmo- 
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lektile 19 Oder auch andere fur eine Reaktion ben5tigte Stof- 
fe/ beispielsweise Polymerase, in sie eindif fundieren kdnnen, 
ohne das dabei deren Reaktivitat beeintrachtigt wird. 

5 Wie schon oben erwahnt, wird erf indungsgeruafi ein Hydrogel als 
Reaktionsschicht 14 verwendet. Ein Hydrogel stellt exn wass- 
riges Milieu in mechanisch stabiler Form bei gleichzextiger 
Gewahrleistung des Stof f austausches in einer uberwiegend 
wassrigen Umgebung dar. Durch Wahl der chemischen Zusammen- 
10 setzung, was die Komponenten und deren Verhaltnis untereinan- 
der betrifft, kdnnen die Eigenschaf ten der Hydrogele, wie 
Wassergehalt, Quellverhalten, mechanische Stabilitat, etc. 
iiber weite Bereiche variiert werden. Ein Hydrogel, das leicht 
herstellbar ist, und das eine gute Haftung sowohl zur Elek- 
15 trodenanordnung 5 als auch zur Isolierschicht 13 aufwerst, 

ist ein radikalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamidbasis, 
das ein Comonomer enthalt, welches eine kovalente Ankopplung 
entsprechend modif izierter Sondenmolekule uber Linkergruppen 
ermdglicht. Das Hydrogel umfasst neben der Monomervorstuf e 
20 des Polyacrylamids ein Vernetzungsmittel, wenigstens einen 

Radikalinitiator, wenigstens ein Comonomer mit reaktiven Lin- 
kergruppen und gegebenenfalls wenigstens einen Weichmacher. 
Nach Schichtherstellung und anschliefiender thermischer bzw. 
Fotovernetzung wird ein mit Wasser quellbares Hydrogel erhal- 
ten, das reaktive Linkergruppen zur Iinmobi lis ie rung von Son- 
denmolekillen enthalt. Als Vernetzungsmittel werden Methylen- 
bisacrylamid und/oder Dimethylacrylsaureester, beispielsweise 
Tetraethylenglykoldimethacrylat eingesetzt . 

30 Durch die Variationen der Konzentrationen des Vernetzungsmit- 
tels lasst sich die Maschenweite des Hydrogels einstellen. 
Das verwendete Comonomer enthalt Maleinsaureanhydrid und/oder 
Glycidyl(meth)-acrylat. Als Weichmacher eignet sich Mono-Di- 
und/oder Triethylenglykol . Die genannten Ausgangsstof f e sind 
35 mit einem polaren, mit Wasser mischbaren Ldsungsmittel, vor- 
zugsweise mit Dimethyl formamid vermengt. Durch Variation des 
Losungsmittelanteiles kann die Verarbeitungsviskositat einge- 
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stellt werden. Die Haftung an der Flachtrageroberf lache sowie 
an der Elektrodenanordnung 5 kann durch Beimengung tiblicher 
Haftvermittler beispielsweise auf Silanbasis verstarkt wer- 
den. 

5 

In Fig. 4 und 5 ist eine 4-polare Elektrodenanordnung 20 dar- 
gestellt. Die Elektrodenanordnung 20 setzt sich aus zwei 
Stromelektroden 22, 23 und zwei Spannungs- bzw. Sondenelek- 
troden 24, 25 zusammen. Die Stromelektroden 22, 23 sind ent- 
10 sprechend der Elektrodenanordnung 5 des Ausfuhrungsbeispiels 
nach Fig. 2 angeordnet und ausgestaltet . Die Sondenelektroden 
24, 25 sind ebenfalls streif enf ormig und erstrecken sich als 

• maanderformiger Doppelstrang durch die zwischen den Teil- 
elektroden 22a und 23a vorhandenen Zwischenraume hindurch. 
15 Die Stromelektroden 22, 23 sind mit einem hochf requenten 
Wechselstrom beauf schlagt . An den Sondenelektroden 24, 25 
liegt ein Spannungsmesser 26 an, mit dem eine Veranderung des 
elektrischen Wechself eldes in Folge von Hybridisierungsereig- 
nissen detektierbar ist. Die Messung kann somit unabhangig 
20 von den Stromelektroden erfolgen, so dass sich z.B. deren die 
Elektrodenkapazitat erhdhende Polarisation nicht auf die Mes- 
sung auswirken kann. Dagegen muss bei einer 2-poligen Elekt- 
rodenanordnung die Elektrodenkapazitat durch eine entspre- 
chend hohe, messtechnisch ungunstige Messfrequenz gering 
gehalten werden, urn den fur die Messung ausschlaggebenden Wi- 
t M der stand der Analytlosung bzw. der Reaktionsschicht bestimmen 
zu konnen. 

Bei einer in Fig. 6 (siehe hierzu und zu Fig. 8-10 die wei- 
30 ter unten wiedergegebene Legende) schematisch aufgezeigten 

Verfahrensvariante wird auf einen Microchip 1 eine Analyselo- 
sung 18 aufgebracht, die ein DNA-Fragment F R mit einer Ziel- 
seguenz Z A , ein externes Primerpaar sowie die fur eine PCR 
erforderlichen Reagenzien, wie eine Taq- (DNA) Polymerase, 
35 dNTP's (Desoxinucleosidtriphosphate) etc. enthalt. Bei der 
Zielsequenz Z A handelt es sich urn eine solche, die in mehre- 
ren unterschiedlichen Varianten vorkommen kann (z.B. Typisie- 
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rung von Viren, z.B. HIV oder HPV) . Jeder m6glichen Varxante 
( Za1 , Z a2 ubw.) ist mindestens ein eigener Spot 4A1, 4A2 usw. 
zugeordnet, wobei innerhalb der Reaktionsschicht 14 des 3 e- 
weiligen Spots ein einziger Oligonucleotidtyp als Sonden- 
5 molektil immobilisiert ist, welcher mit einer spezifischen 
Zielsequenz hybridisieren kann. Die auf Ubliche Weise unter 
Anwendung einer Thermo zyklisierung durchgef tihrte Amplifikati- 
on (PCR) der Zielsequenz Z A erfolgt ausschliefilich in der mo- 
bilen Phase 18. Vorzugsweise wird ein Primerpaar verwendet, 
10 das aufierhalb der Zielsequenz Z A ankoppelt (hybridisiert) , 

wie in Fig. 7 angedeutet ist. Der kopierte Doppelstrang, also 
der Strang S* und der Gegenstrang S" 16sen sich beim Denatu- 
rieren (Auf schmelzen) voneinander. tfblicherweise wird der 
Strang S + („sense* Strang) zur Identif izierung einer Zielse 
15 quenz herangezogen. Dementsprechend sind in den Spots 4A1, 
4A2 Oligonucleotide immobilisiert, die genau mit diesem 
Strang hybridisieren. Im einfachsten Fall der Anwesenheit nur 
eines DNA-Fragmentes Z A1 sammelt sich die amplif izierte Zxel 
sequenz Z A1 durch Hybridisierung in jenem Spot an, in dem das 
20 entsprechend komplementare Fangeroligonucleotid Z A1 immobilx 
siert ist. 

Bei der in Fig. 8 angedeuteten Verf ahrensvariante sind in der 
Analytlosung 18 verschiedenen Arten von DNA- Fragment en vor- 

*handen. Beispielhaft sind zwei solcher DNA-Fragmente, F A und 
F B , gezeigt. Bei einem oder alien der in der Analytlosung 18 
vorhandenen DNA- Fragment /en kann es sich urn solche gemaB der 
Verfahrensvariante nach Fig. 6 handeln. In diesem Fall sind 
unterschiedliche Gruppen von Spots vorzusehen, wobei jeder 
30 Gruppe die Typisierung der Varianten eines DNA-Fragmentes zu- 
geordnet ist. Ziel der analytischen Untersuchung kOnnen aber 
auch „v611ig* unterschiedliche DNA-Fragmente sein. In diesem 
Fall ist es prinzipiell ausreichend, einem DNA-Fragment F A/ 
F B jeweils einen einzigen Analyse-Spot 4A, 4B zuzuordnen. Wie 
35 auch bei der Verfahrensvariante nach Fig. 6, ist hier in der 
Analytlosung 18 ein externes Primerpaar vorhanden. Dieses 
wird so ausgewahlt, dass es fur die Amplif ikation aller zu 
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analysierenden DNA-Fragmente F R , F B geeignet ist (^Multiplex 
PCR* ) . 

Die bei Fig. 6 und Fig. 8 aufgezeigten Fanger-Oligonucleotide 
5 kSnnen in weiteren Verf ahrensvarianten als Primer fungieren, 
falls sie durch DNA-Polymerasen verlangert werden kSnnen. Es 
findet dann, wenn die' Reaktionsschicht 18 durchlassig fur die 
DNA-Polymerase und das/die Template/s sowie die weiteren Kom- 
ponenten der PCR-Reaktion ist, eine Elongation der immobili- 
10 sierten Oligonucleotide entsprechend der Sequenz der hybridi- 
sierten Matrix statt. 

Bei der in Fig. 9 angedeuteten Verf ahrensvariante sind mehre- 
_ re verschiedene DNA-Fragmente entsprechend den Verf ahrensva- 
15 rianten nach Fig. 6 oder nach Fig. 8 vorhanden. Beispielhaft 
sind zwei solche DNA-Fragmente, F A und F B , gezeigt. Wahrend 
bei den bisher beschriebenen Verf ahrensvarianten der Analyt- 
losung ein Primerpaar zugesetzt wurde, ist nunmehr nur ein 
Primer des Primerpaares mobil und gelost in LSsung vorhanden. 
Dieser Primer ist unspezif isch, das heifct, es handelt sich urn 
einen externen Primer, der bei samtlichen in der AnalytlSsung 
vorhandenen DNA- Fragment en F A und F B aufierhalb der nachzuwei- 
senden Zielsequenz Z A und Z B (vorzugsweise am „sense* Strang) 
ankoppelt. Nach dem Denaturieren der Analytlosung diffundie- 
2^ ren die DNA-Einzelstrange wahllos in die Spots ein. In diesen 
| | Spots sind spezifische direkt vor der Zielsequenz der Analyt- 
DNA bindende Oligonucleotidf anger immobilisiert . Nur dort, wo 
die Analyt-DNA auf komplementare immobilisierte Oligonucleo- 
tide (Fanger) trifft, findet eine Hybridisierung statt. Im 
30 folgenden Elongationsschritt der PCR wird das 5'-Ende der 

Fanger-Oligonucleotide, die vorher selektiv die nachzuweisen- 
den DNA-Fragmente eingefangen (gebunden) haben, entsprechend 
der Information der hybridisierten Matrize verlangert. Der 
Fanger wird damit zum Primer ftir die DNA-Polymerasereaktion. 

35 

Letzteres bedeutet, dass eine Elongation nur in einem solchen 
Microspot stattfinden kann, in dem auch der zur Zielsequenz 
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komplementare Finger vorhanden ist. Im Falle des Schemas in 
Fig. 9 heifit dies, dass der Strang S + des DNA- Fragment es F A 
im Spot 4A und der Strang S + des DNA-Fragmentes F B im Spot 4B 
durch Elongation des jeweiligen immobilisierten Pri- 
5 mers/Fangers kopiert wird. Beim nach dem jeweiligen Amplifi- 
kationsschritt und dem Aufschmelzen folgenden Reannealing la- 
gern sich die ursprtinglich vorhandenen und die in der LOsung 
neu entstandenen Zielsequenzen an komplementare Fanger bzw. 
Sequenzen an. Auf Grund der ErhOhung der Konzentration der 
10 Zielsequenz durch den vorhergehenden PCR-Zyklus werden diese 
Sequenzen auch an noch nicht verlangerte, in ihrer ursprung- 
lichen Form vorhandene Fangeroligonucleotide binden, so dass 
der nachste PCR-Elongationsschritt an diesen, durch die 
Hybridisierung neu entstandenen Primern ansetzt. Dadurch 
15 steigt die Konzentration an verlangertem Fanger mit jedem 

PCR-Zyklus. Diese Erh5hung der Konzentration an, um etwa 100- 
300 Basen verlangertem Fanger/Primer (gegenuber urspriinglich 
20-30 Basen) , ruft eine elektrische Feld- oder Widerstandsan- 
derung hervor, die mit Hilfe der Elektrodenanordnung 5 bzw. 
20 20 gemessen und zum PCR-Monitoring („on-line* PCR) genutzt 
werden kann. 

Bei der Verf ahrensvariante nach Fig. 10 sind in der Analytlo- 
sung 18 eine oder mehrere DNA- Fragment spezies entsprechend 

#den Verfahrensvarianten nach Fig. 6 oder Fig. 8 vorhanden. 
Wahrend bei den Varianten nach Fig. 6 sowie Fig. 8 Primer- 
paare und bei der Variante nach Fig. 9 nur ein Primer des/der 
Primerpaares/Primerpaare der AnalytlSsung zugesetzt wurden, 
sind hier keine gel6sten freien Primer in der Losung vorhan- 
30 den. Die Elongationsreaktionen finden hier in den einzelnen 
Microspots 4A, 4B etc. statt. Im Gegensatz zu alien anderen 
Verf ahrensvariante werden hier (Fig. 10) beide fur den spezi- 
fischen Nachweis beider DNA-Strange der Zielsequenz notwendi- 
gen Fanger des Fangerpaar im jeweils gleichen Gelspot immobi- 
35 lisiert, d.h. ein immobilisiertes internes an eine Zielse- 
quenz hybridisierendes Fanger /Primerpaar ist vorhanden. Nach 
dem Aufschmelzen (Denaturieren) der Probe diffundieren die 
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DNA-Einzelstrange wahllos in die Spots ein. Der Strang S A + 
bzw. S A - hybridisiert mit seinem S' - bzw. 3'- Ende an den 
komplementaren Primer des Primerpaares im Spot 4A. 

Gemafi Fig. 10 bindet am Spot 4A der S + -Strang des DNA- 
Fragments F A an einen mit A + indizierten Primer sowie der S"- 
Strang des DNA-Fragments F A an einen mit A" indizierten Pri- 
mer. Es wird dann ein antiparalleler Strang S" bzw. S + gebil- 
det, der nun, da er durch Elongation des immobilisierten Pri- 
mers A + bzw. A" synthetisiert wurde, ebenfalls immobilisiert 
ist. Demgegenuber ist das 3' -Ende des elongierten Stranges S" 
bzw. S + frei beweglich und kann mit einem in seiner Nahe in^ 
der Reaktionsschicht immobilisierten Gegen-Primer A" bzw. A + 
hybridisieren. Beim folgenden Amplif ikationsschritt ergibt 
sich daraus ein S + - bzw. S"-Strang, der, da er durch Elonga- 
tion des immobilisierten Primers A + bzw. A" gebildet wurde, 
ebenfalls immobilisiert ist. Die bei jedem PCR-Zyklus auftre- 
tende ErhShung der Konzentration an entsprechend verlangerten 
Fangern ruft, wie bereits weiter oben beschrieben, eine e- 
lektrische Feld- oder Widerstandsanderung hervor, die mit 
Hilfe der Elektrodenanordnung 5 bzw. 20 zum PCR-Monitoring 
(on-line PCR) genutzt werden kann. 
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Legende : 

t = Primer, in Losung 
x = unspezifisch 
A,B = ein bestimmtes DNA- Fragment betreffend 
1 = immobilisiertes Oligonucleotid, ohne Primerfunktion 
□ = immobilisierter Primer 
F = DNA- Fragment 

S = Einzelstrang eines DNA- Fragments 

V = einen codierenden / nicht codierenden Strang betref- 
fend 
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Patentansprtiche 



10 



1. Verfahren zur Amp 1 if ikation und Detektion von Nucleotidse- 
quenzen, mit folgenden Schritten: 

a) es wird ein Microchip mit einem Array von mehreren 
Analysepositionen bildenden Microspots bereit ge- 
stellt, welche jeweils eine hydrophile Reaktions- 
schicht und eine darin eingebettete Mikroelektroden- 
anordnung umfasst, wobei diese wenigstens ein immobi- 
lisiertes, mit einer zu identif izierenden Zielsequenz 
eines DNA-Fragments hybridisierbares Oligonucleotid 
als SondenmolekUl enthalt, 

b) eine mehrere Zielsequenz und PCR-Reagenzien enthal- 
tende Analytl5sung wird so auf den Microchip aufge- 

15 bracht, dass sie das Array vollstandig uberdeckt, 

c) zur Amplifikation einer Zielsequenz wird das Array 
einer Thermozyklisierung unterworfen, 

d) Hybridisierungsereignisse an immobilisierten Sonden- 
molekUlen einer Analyseposition werden mit Hilfe der 

20 ihr zugeordneten Mikroelektrodenanordnung detektiert. 



2 . Verfahren nach Anspruch 1 , gekennzeichnet 
durch die Verwendung einer Reaktionsschicht (14) mit 
Kopplungsgruppen zur kovalenten Bindung von Sondenmolekulen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) ein Hydrogel 

ist . 

4 . Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, gekennzeichnet 
durch ein radikalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamid- 
basis mit Maleinsaureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat 
als Kopplungsgruppen. 

35 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, gekenn- 
zeichnet durch die Verwendung eines Microchips, der ei- 
ne Halbleiterschicht und eine damit verbundene Isolier- 
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schicht (13) umfasst, wobei letztere auf ihrer der Halblei- 
terschicht abgewandten Seite die Elektrodenanordnung (5) und 
die Reaktionsschicht (14) tragt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Halbleiterschicht eine Silizium- 
schicht (12) ist. 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Analytlosung verwendet 
wird, die ein externes, d.h. aufierhalb einer Zielfrequenz mit 
einem Ziel-DNA-Strang hybridisierendes Primerpaar enthalt. 

8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Analytlosung verwendet 
wird, die mehrere DNA-Fragmente mit jeweils unterschiedlichen 
Zielsequenzen und ein einziges zur Amplif ikation samtlicher 
Zielsequenzen geeignetes externes Primerpaar enthalt. 

9. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Analytlosung verwendet 
wird, die einen mit dem einen Strang wenigstens eines DNA- 
Fragments zusammenwirkenden externen Primer enthalt, und dass 
die Elongation eines Gegenstrangs innerhalb einer Reaktions- 
schicht mit Hilfe eines dort immobilisierten internen, d.h. 
mit der Zielsequenz spezifisch hybridisierenden Primers er- 
folgt . 

10. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass in der Analytlosung 
ein mit einer Zielsequenz spezifisch hybridisierendes inter- 
nes Primerpaar in einem Microspot immobilisiert ist. 
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Zusammenfassung 



Verfahren zur PCR-Amplif ikation und Detektion von Nucleotid- 
sequenzen 

Die Erfindung betrifft einen DNA-Chip mit einem Flachtrager 
und einem darauf angeordneten Array von Sondenmolektilen (Oli- 
gonukleotide) enthaltenden Spots, wobei jedem Spot eine Mik- 
roelektroden-Anordnung zur impedanzspektroskopischen Detekti- 
on von Bindungsereignissen zwischen den Sondenmolektilen und 
mittels einer AnalytlSsung applizierten Zielmolektilen (DNA- 
Fragmenten) zugeordnet ist. Zur Erhdhung der Sensitivitat 
bzw. des bindungsspezifischen Messeffekts des Bio-Chips ist 
die Elektrodenanordnung zumindest teilweise in eine Sondenmo- 
lekaie enthaltende und ftir Zielmolektile durchlassige hydro- 
phile Reaktionsschicht eingebettet. 



FIG 2 
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